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論文内容要旨
 【目的】
 膵癌では治癒切除術時にさえ膵癌細胞の術中撒布あるいは術前からの不顕性肝転移巣形成の可
 能性があり,切除術後再発死亡例の82%に肝転移再発を認めるため,予後の改善にはまず肝転
 移機構を解明し肝転移防止対策を確立することが必要と思われる。一方,肝転移巣形成過程に
 おいては基底膜構造と癌細胞の相互関係により転移巣形成が進んでいくといわれる。基底膜は
 1aminin(以下LN),fibronectin(FN),typeWco1ユagen(CIV)などにより構成されているが,
 本研究ではこれら基底膜構成蛋白を介した膵癌細胞と肝細胞の相互関係を実験的に検討すること
 により,膵癌の肝転移巣形成過程における基底膜構成蛋白の役割にっき考察した。
 【材料と方法】
 癌細胞として教室で樹立した人膵癌培養細胞株のうち由来,組織型の異なる6株(PK-1,
 PK-9,PK-45H,PK-45P,PK-47,PK-59)を用いて以下の検討を行った。
1)Cellattachmentassay
 着床モデルとして5'Crでラベルした膵癌細胞と基底膜構成蛋白(LN,FN,CIV)にてcoating
 したplate,ヌードマウス肝細胞初代培養pia七eあるいは人臍帯由来血管内皮細胞培養plateとの接
 着率を測定した。
 2)Migra七ionassay
 浸潤遊走モデルとしてmodifledBoydenchamberassay法にて基底膜構成蛋白により誘導さ
 れる膵癌細胞の遊走能を測定した。
 3)蛍光抗体法
 蛍光抗体法によりマウス肝細胞表面の基底膜蛋白の局在を観察した。
 【結果】
 1)Celiattachmen七assay
 LNに対する接着率をみると,PK-1,PK-45P,PK-47の3株が,他の3株に比べ有意に高
 い接着率を示した。FNでは上記3株に加え,PK-59が他の2株に比較し有意に高い接着率を
 示した。CIVでは有意差はないがやはり同様の傾向にあった。肝細胞に対する接着率では,LN,
 FNに対しともに高い接着率を示すPK-1,PK-45P,PK-47の3株が,・他の3株に比較して有
 意に高い接着率を示していた。FNにのみ高い接着率を示したPK-59では低い結果となっている。
 血管内皮細胞に対する接着率も同様の結果であった。
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2)Migrationassay
 LNによるchemotaxisをみるとPK-1,PK-45P,PK-47,PK-59の4株ではcontro1および
 他の2株に比べ,有意に高いchemotaxisが誘導された。FNによるchemotaxisでは,PK-1,PK-
 45H,PK-47,PK-59の4株ではcontro1および他の2株と比較し,有意に高いchemotaxisが誘
 導された。また,haptotaxisではPK-45H,PK-45P,PK-47,PK-59ではしN,FN両者によ
 りcontro1に比較し有意にhaptotaxisが誘導され,PK-1ではFNにのみ誘導された。肝細胞培養
 filLerを通しての遊走能をみた実験では,con七rolと比較してPK-45HはしNによってのみ有意に
 遊走を認めた。PK-47,PK-59はLN,FN両者によって遊走を認めた。
 3)蛍光抗体法
 FNは肝細胞膜に沿って蜂巣状に存在し,LNは一部にのみ細胞膜に沿って存在を認められた。
 CIVは認められなかった。
 【考察】
 基底膜は腺管上皮あるいは血管内皮細胞と結合織の境界に存在する構造体で,CIVを主体とす
 るコラーゲン成分とLN,FNを主要な成分とする非コラーゲン成分からなる。蛍光抗体法ではマ
 ウス初代培養肝細胞表面にLN,FNの存在を認めたが,正常肝組織においてはFNは類洞に沿った
 部位と門脈域の間質,脈管基底膜に存在し,LNは脈管基底膜に存在する。膵癌細胞の肝内進展
 においては,この類洞に沿って存在する基底膜蛋白が関与する膵癌細胞の接着あるいは遊走能が
 重要な働きをしていると思われるが,肝細胞培養fi1七erを用いた実験はこの肝内進展をよく表す
 モデルと思われる。
 肝内門脈着床モデルとして膵癌細胞の接着率を測定した実験からは肝細胞表面のLN,FNを介
 して膵癌細胞と肝細胞との接着がなされていることを示唆する結果であったが,細胞株の採取部
 位,組織学的分化度,予後の差による一定の傾向は得られなかった。
 肝内進展を表す遊走性についての検討であるが,肝転移巣由来のPK-45H,PK-59および切
 除例でも高度脈管侵襲陽性例のPK-47がLN,FNによるchemotaxisあるいはhap㌻otaxisが誘導
 され,さらに肝細胞培養filberを介しての遊走を示した。同一症例で採取部位の異なるPK-45H
 とPK-45Pでは接着能,遊走能ともに異なる傾向を示した。
 【結語】
 1)膵癌肝転移巣形成過程においてはしN,FNを介した膵癌細胞と肝細胞との接着性の強弱が
 重要な役割を果たすものと思われた。
 2)肝転移巣あるいは高度脈管侵襲陽性例由来の細胞はLN,FNにより誘導される強い浸潤,遊
 走能を持ち,肝内を進展しこれらが中心となり肝転移巣が形成されている可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 膵癌では治癒切除術時にさえ膵癌細胞の術中撒布あるいは術前からの不顕性肝転移巣形成の可
 能性があり,多くの症例が早期に肝転移再発をきたすため,予後の改善にはまず肝転移機構を解
 明し有効な肝転移防止対策を確立することが必要である。肝転移巣形成過程は基底膜構造と癌
 細胞の相互関係により進んでいくといわれるが,本論文では基底膜構成蛋白1aminin(以下LN),
 fibronecむin(FN),typeIVcollagen(CIV)を介した膵癌細胞と肝細胞の相互関係を,教室で
 樹立した人膵癌培養細胞株を用い旭nv呈troの実験において検討することにより,膵癌の肝転移
 形成過程における基底膜構成蛋白の役割につき検討し,以下の結果を得ている。
 1)51Crでラベルした膵癌培養細胞の接着率を測定した実験ではしN,FN両者に対し高い接着
 率を示す細胞株(PK-1,PK-45P,PK-47)がヌードマウス肝細胞および人臍帯由来血管内
 皮細胞に対しても高い接着率を示した。細胞株の採取部位,組織学的分化度,予後の差による一
 定の傾向は得られなかった。2)Boydenchamberassay法にて膵癌培養細胞の浸潤遊走能を測
 定した実験では肝転移巣由来(PK-1,PK-45H,PK-59)あるいは高度脈管侵襲陽性例由来
 (PK-47)'の細胞株がLNあるいはFNによりChemotaxis,hapto七axisが誘導された。ヌード
 マウス肝細胞培養filterを用いたassayではしN,FNに対する高い接着能と遊走能を示す細胞株
 (PK～45H,PK-47,PK一一59)がこのfilterを介しての高い遊走能を示した。同一症例で採取部
 位の異なるPK-45H,PK-45Pでは接着能,遊走能ともに異なる傾向を示した。3)蛍光抗体
 法によりヌードマウス肝細胞初代培養表面にLN,FNの存在が確認されたが,膵癌細胞の肝内進
 展においては肝内の類洞に沿って存在する基底膜蛋白によって誘導される膵癌細胞の接着あるい
 は遊走能が重要な働きを示し,これらの強い細胞が中心となり肝転移巣が形成されている可能性
 が示唆された。
 著者らの教室のグループでは一貫して膵癌の肝転移防止対策についての研究を進めてきた。本
 論文では,転移巣形成過程における基底膜構成蛋白の役割についての通説をさらに発展させ,基
 底膜構成蛋白を介した膵癌細胞と肝細胞の相互関係から膵癌の肝転移形成機構の解明を果たそう
 とするものであり,また,invitroの実験をより生体に近いモデルを用いることにより,invivo
 さらには臨床上の肝転移形成機構の解明に結び付けるものであり高く評価される。よって,本論
 文は学位授与に値するものと認める。
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